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転写因子 E2F は、がん抑制因子 RB が結合することによって抑制されている。増殖刺激によって活性化さ
れたサイクリン依存性キナーゼ (CDK)により RB が不活性化されると、E2F は生理的に活性化され、Cdc6 な
どの増殖関連遺伝子を発現誘導し、細胞増殖に中心的な役割を果たす。一方 E2F は、RB 遺伝子の欠損や変
異などのがん性変化によって RB の制御を外れて活性化されると、ARF や TAp73 などのがん抑制遺伝子を発
現誘導し、アポトーシスや細胞老化を誘導し、がん化抑制にも貢献する。これら 2 つの機能的に相反する
E2F 活性が細胞増殖とがん化抑制を仕分けていると考えられているが、標的遺伝子発現の仕分け機構は未だ
明らかになっていない。先行研究において、E2F1 を過剰発現させ制御を外れた E2F 活性を生じさせると
ARF プロモーターが活性化されるが、さらに Cyclin D1/CDK4 を共に過剰発現させると ARF プロモーターの





した。レポーターは ARF または TAp73 プロモーター、細胞はヒト正常線維芽細胞（HFF）または pRB(-)の
癌細胞株 5637、遺伝子導入試薬は PEI Max を用いた。変異体 E2F1 の作製には site-directed mutagenesis を用




D1/CDK4 の過剰発現なしで ARF プロモーターの活性化が抑制されるか検討した。しかし、再現性が確認で
きず、疑似リン酸化変異体を用いたアッセイでは、Cyclin D1/CDK4 の過剰発現なしで ARF プロモーターの
活性化が抑制されなかった。このため、リン酸化部位のスクリーニングをやり直した。その結果、E2F1 ア
ミノ酸配列の 184 番目のセリンをアラニンに置換した変異体と、317 番目のスレオニンと 318 番目のセリン
を同時にアラニンに置換した変異体において Cyclin D1/CDK4 による ARF プロモーター活性化の抑制が減弱
する傾向が見られた。このことから、ARF プロモーター活性化能に関わる E2F1 のリン酸化候補部位候補が
新たに挙がった。また、これまで E2F1 と Cyclin D1/CDK4 の直接的な相互作用は報告されていない。そこで 
E2F1 と Cyclin D1/CDK4 の相互作用を共免疫沈降法で調べたが、相互作用は確認できなかった。また、 
Cyclin D1/CDK4 による抑制作用が ARF プロモーターと HFF 特異的でないことを、がん抑制遺伝子 TAp73 の
プロモーターと pRB(-)の癌細胞株 5637 を用いて確認した。次に、E2F1 による ARF プロモーターの活性化
に影響を及ぼす因子の検索を行った。まず ARID3A と ARID 3B を検討したが、いずれの過剰発現も ARF プ
ロモーターの活性化に影響しなかった。次に NF-B（RelA）を検討した。NF-B 単独では E2F1 による ARF
プロモーターの活性化に影響を与えなかったが、Cyclin D1/CDK4 と共に共発現すると、Cyclin D1/CDK4 に
よる抑制が増強された。このことから、NF-B は、Cyclin D1/CDK4 による E2F1 の ARF プロモーター活性
化の抑制に関与している可能性が示唆された。
